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摘要 : 昆虫 进化 形成 了 内 在 的 生物 钟 机 制 以 协调 行为 .生理 及 代谢 节律 与 外 部 环境 信号 同步 ,从 而 
更 有 效 地 利用 资源 并 获得 适应 性 优势 。 行 为 生理 及 代谢 合 夜 调控 的 协调 对 于 昆 求 有 效应 对 可 预 
见 的 生理 上 的 挑战 至 关 重 要 。 生 化 过 程 和 代谢 变化 与 外 部 环境 的 及 夜 节律 同步 性 受 基 因 表 达 的 控 
制 , 钟 基因 在 昆虫 的 重要 生理 过 程 如 中 枢 及 外 围 生 物 钟 机 制 、 光 周期 信号 传导 、 光 周期 介 导 的 外 转 
组 织 调控 、 代 谢 以 及 免疫 中 发 挥 着 重要 作用 。 根 据 信 号 转 导 过 程 中 的 作用 ,昆虫 钟 基因 分 为 3 
类 一 一 信号 输入 基因 、 信 号 震荡 起 捕 器 和 信号 输出 基因 ,它们 通过 相互 作用 形成 了 复杂 的 转录 - 翻 
译 反 馈 回路 并 参与 调控 昆虫 倒 夜 节律 和 光 周 期 事件 。 本 文 针对 昆 求 钟 基因 的 鉴定 、 分 类 和 功能 , 作 
用 分 子 机 制 以 及 研究 方法 和 挑战 等 方面 作 了 总 结 , 并 展望 了 昆虫 钟 基因 未 来 的 研究 方向 ,这 将 为 屁 
中 钟 基因 的 进一步 功能 研究 及 开发 利用 提供 信息 参考 。 
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Research progress in circadian clock genes in insects 

REN Shuang, WEI Hui-Min, HAO You-Jin, CHEN Bin" ( Institute of Entomology and Molecular 
Biology, College of Life Sciences, Chongqing Normal University, Chongqing 401331, China) 
Abstract; Insects have evolved an endogenous biological clock mechanism to synchronize behavioral, 
physiological and metabolic rhythms with environmental cues, which helps insects to use energy sources 
more efficiently, thereby conferring an adaptive advantage. The coordinated circadian regulation of 
behavior, physiology and metabolic cycles is crucial for insects to respond effectively to predictable 
physiological challenges. Circadian rhythms depend on gene expression to synchronize biochemical 
processes and metabolic fluxes with the external environment. Circadian clock genes play important roles 
in some crucial physiological processes such as central and peripheral biological clock mechanism, 
photoperiod signal transduction, photoperiod-mediated regulation of peripheral tissues, metabolism and 
immunity. Circadian clock genes are classified into three categories according to their roles; signal 
transduction-signal input genes, signal oscillation pacemakers and signal output genes. Circadian clock 
genes constitute complicated transcription-translation feedback loops through interactions with each other 
and regulate insect circadian and photoperiodic events. This review summarized the identification, 
classification and functions of circadian clock genes in insects, molecular mechanisms of their action, and 
the related research methods and challenges. The future research directions were also discussed. This 
review will provide reference information for further functional research and utilization of circadian clock 
genes in insects. 
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地 球 自转 和 公转 产生 光 和 温度 可 预测 的 周期 性 
变化 ,生物 为 适应 层 夜 光 温 变化 及 四 季 轮 换 而 进化 
出 内 在 的 、 可 遗传 的 节律 机 制 一 一 生物 钟 (biological 
clock)。 生 物 钟 在 分 子 、 细 胞 、 生 理 、 生 化 及 行为 等 
各 级 水 平 上 对 生殖 、 发 育 和 免疫 等 发 挥 重要 的 调控 
作用 (Eckel-Mahan and Sassone-Corsi, 2009; Bass 
and Takahashi，2010 ) 。 生 物 钟 激发 昆虫 产生 内 源 
性 节律 ,维持 从 基因 表达 到 生理 生化 水 平 的 节律 性 
振荡 ,使 昆虫 感知 外 界 环 境 变 化 ,协调 行为 .生理 及 
代谢 与 环境 信号 同步 ,减少 不 必要 的 物质 和 能 量 消 
耗 , 极 大 地 增强 生存 和 竞争 能 
昆虫 的 适应 性 节律 主要 分 为 昼夜 节 和 
( circadian rhythm ) 和 季节 节律 (seasonal rhythm ) , & 
夜 节 律 表 现 为 活动 规律 .生殖 、 营 养 吸收 、 神 经 元 输 
出 、 光 敏感 的 节律 性 等 ,而 季节 节律 表现 为 季节 性 繁 
WR tit A IE KR AAR SE (Xu and Xie, 2013) 。 在 去 
除 光 和 温度 等 环境 信号 条 件 的 恒定 状况 下 ,内 在 的 
生物 钟 仍然 驱动 野生 型 果 晶 的 羽化 和 活动 行为 维持 
昼夜 节律 (Sehgal et al., 1994) , 控制 周期 节律 的 特 
定 钟 基因 (clock gene) 发 生 突变 , 果 蝇 羽 化 和 活动 行 
为 的 昼夜 节律 会 发 生 有 异常 ,揭示 了 昆虫 复杂 行为 的 
遗传 基础 (Konopka and Benzer, 1971; Sehgal et al., 
1994; Renn et al., 1999) 。 在 对 生物 昼夜 节律 分 子 












































遗传 机 制 开 展 的 研究 中 ,通过 正 向 遗传 学 的 方法 得 
选 得 到 了 构成 分 子 振荡 器 的 多 个 组 分 ,其 中 的 核心 
成 分 被 鉴定 为 对 生物 钟 功能 十 分 重要 的 节律 性 转录 
抑制 子 或 激活 子 (Konopka and Benzer, 1971; Newby 
and Jackson, 1993; Vosshall et al., 1994; Renn et al., 
1999) 。 通 过 对 这 些 基 因 进 行 鉴定 和 功能 描述 ,人 
们 认识 到 昼夜 节律 依赖 于 节律 性 表达 基因 的 细胞 自 
主 性 调控 ,所 有 的 节律 现象 一 一 生化 反应 的 循环 、 生 
理 的 变化 .行为 的 节律 性 都 依赖 于 基因 表达 的 节 和 
性 ,凸显 了 钟 基因 研究 的 重要 意义 。 

本 文 综述 了 昆虫 钟 基因 的 鉴定 .分 类 和 功能 .昆虫 
生物 钟 作用 的 分 子 机 制 . 昆 虫 钟 基因 的 研究 方法 和 挑 
战 ,探讨 了 昆虫 钟 基因 未 来 的 研究 领域 ,为 昆虫 钟 基因 
的 进一步 功能 研究 以 及 开发 利用 提供 参考 信息 框架 。 











1 昆虫 钟 基因 鉴定 .分 类 和 功能 


过 去 几 十 年 通过 对 果 蝇 和 小 鼠 生 物 钟 突变 体 的 
研究 ,发 现 生 物 钟 的 基本 模式 是 一 个 自 调控 延迟 的 
负 反 馈 环 路 ,在 这 个 环 路 中 特定 钟 基因 的 蛋白 产物 
负 调 控 自 身 的 转录 。 根 据 在 信号 转 导 过 程 中 的 作 
用 ,将 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 钟 基因 及 钟 
相关 基因 进行 了 分 类 ( 表 1)。 








R1 黑 腹 果 蝇 中 鉴定 的 钟 相关 基因 
Table 1 Clock-related genes identified in Drosophila melanogaster 
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参考 文献 


References 


生物 钟 功 能 


Function of protein products 


Function of biological clock 











信和 号 输入 基因 Signal input genes 























"ELT TREE 
P G protein-coupled receptor Neuronal clock synchronizer in the brain 
sa APTA er NIE 行为 活动 的 温度 同步 子 
Large glutamine-rich protein Temperature synchronizer of behavioral activity 
se AE 光 受 体 ; 介 导 光 信 号 输入 到 脑 振 功 器 
cry PS ASTHU SA Photoreceptor; mediate light input signals to 


信和 号 震荡 


Flavin binding protein 


起 捕 器 Signal oscillation pacemakers 


E Par 结构 域 的 转录 激活 子 








the brain oscillator 





激活 含 CL, C2, C3 序列 的 钟 基因 如 clk, tim 


Activate C1, C2 and C3-containing clock genes 











抑制 含 CL, C2 , C3 序列 的 钟 基因 如 clk, tim 


Repress C1, C2 and C3-containing clock genes 





与 上 box 结合 并 抑制 CLK 介 导 的 转录 
Bind to E box to repress CLK-mediated 


激活 CLK 或 CLK/CYC 介 导 的 转录 
Activate CLK- or CLK/CYC-mediated transcription 





dpl 
P Par domain-containing transcription activator ; 
such as clk and tim 
0 转录 抑制 子 
Transcripti press 
ranscription repressor ub ark aid. 
A bHLH 结构 域 的 orange 转录 因子 
bHLH-containing orange; 
cwo i ; 
转录 激活 子 
eoe transcription 
Ttranscription factor 
ne ”转录 共 激 活 子 
7 "Transcription co-activator 
a Ped 介 导 光 诱导 的 TIM Fi 


F-box protein 


Mediate light-induced TIM degradation 


Klarsfeld et al., 2011; Im et 
al., 2011 
Edery, | 2009;  Sehadova et 
al., 2009 


Emery et al., 1998; Stanewsky et 
al., 1998; Benito et al., 2008; Im 
et al., 2011 


2003; Benito et 


Cyran et al., 


al., 2007b 


Blau and Young, 1999; Cyran et 
al., 2003 


Kadener et al., 2007; Richier et 
al., 2008 


Hung et al., 2007 


Koh et al., 
al., 2009 


2006; Peschel et 
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续 表 1 Table 1 continued 
SEK 蛋白 功能 生物 钟 功能 参考 文献 
Genes Function of protein products Function of biological clock References 
rus TIM 的 磷酸 化 及 TIM 和 PER 的 细胞 核定 位 
sgg Phosphorylate TIM and regulate nuclear localization Martinek et al., 2001 


Protein kinase 


酷 蛋 白 激 酶 


Casein kinase 
蛋白 磷酸 酶 
Protein phosphatase 


含 bHLH-PAS 结构 域 转录 因子 


CSNK24 


PP24 











clk 





bHLH-PAS domain-containing transcription factor 


含 PAS 结构 域 核 蛋白 





含 bHLH-PAS 结构 域 转录 因子 





cyc 





含 PAS 结构 域 核 蛋白 





tim 


PAS-domain containing nuclear proterin 


酷 蛋 白 激 酶 


Casein kinase 


信和 号 输出 基因 Signal output genes 


G 蛋白 偶 联 受 体 激酶 


dbt 
























































k2 
BS G protein-coupled receptor kinase 
假定 的 离子 通道 
na 
Putative ion channel 
脆性 X 综合 症 致 病 基 因 同 源 基因 
dfmrl 
Fmrl homologue 
nfl 神经 纤维 瘤 蛋 白 1 同 源 蛋 白 
Neurofibromin 1 homologue 
TA 
"ELM 
Neuropeptide 
RNA 结合 蛋白 
lark un E 
RNA binding protein 
ee RS 


Lipophilic ligand binding protein 











pdfr: 色素 扩散 因子 受 体 基因 Pigment dispersing factor receptor gene, groom-of-PDF ; nocte; 无 昼夜 温度 传输 基因 No circadian temperature 

















PAS-domain containing nuclear protein 


bHLH-PAS domain-containing transcription factor 


of TIM and PER 


PER 的 磷酸 化 和 不 稳定 性 
Phosphorylate and destabilize PER 


PER 的 去 磷酸 化 及 PER 蛋白 翻转 调控 
Dephosphorylate and regulate the turnover of PER 


与 cyc 形成 二 聚 体 激活 含 E box 的 基因 




















Dimerize with cyc to activate E box-containing genes 


与 tim 形成 二 聚 体 并 被 CLOCK/CYCLE 激活 


Dimerize with tim and activated by CLOCK/CYCLE 











与 clk ÉR RKE E box 的 基因 





Dimerize with clk to activate E box-containing genes 





与 per 形成 二 聚 体 并 被 CLOCK/CYCLE 激活 


Dimerize with per and activated by CLOCK/CYCLE 


PER 和 CLK 的 磷酸 化 及 稳定 性 
Phosphorylate and destabilize PER and CLK 








调控 依赖 生物 钟 的 节律 性 嗅觉 和 味觉 反应 
Regulate clock-dependent rhythmic olfactory 
and gustatory responses 

介 导 生物 钟 控制 的 行为 时 相 和 节律 性 


Mediate clock-con 
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rolled behavioral phase 
and rhythmicity 
介 导 生物 钟 控制 的 行为 节律 性 和 CREB 输出 
Mediate clock-controlled behavioral rhythmicity 
and CREB outputs 
介 导 生物 钟 控制 的 节律 性 行为 


Mediate clock-controlled rhythmic behavior 


























HT 

















控制 昼夜 行为 活动 
Control circadian behavioral activities 
调控 羽化 

Regulation of eclosion 


介 导 层 夜 节律 和 取 食 行为 


Mediate circadian rhythms and feeding behavior 








Marincevic et al., 2010 


Sathyanarayanan et al., 2004 


Vitaterna et al., 1994; Allada et 
al., 1998; Darlington et al., 1998 


Konopka and Benzer, 1971; Reddy 
et al., 1984; Jackson et al., 1986; 
Citri et al., 1987 


Darlington et al., 1998; Rutila et 
al., 1998 


Vosshall et al., 1994; Sehgal et al., 
1994; Myers et al., 1995 


Kloss et al., 1998; Price et 
al., 1998 


Tanoue et al., 2008; Chatterjee et 
al., 2010 


Lear et al., 2005a 


Wan et al., 2000; Dockendorff et 
al., 2002 


Williams et al., 2001 


Renn et al., 1999; Wiilbeck et al., 
2008; Abdelsalam et al., 2008; 
Krupp et al., 2013 


Newby and Jackson 1993, 1996; 
McNeil et al., 2001 


Sarov-Blat et al., 2000; So et al., 
2000 ; Saito et al., 2006 























entrainment gene; cry: 隐 花 色素 基因 Cryptochrome gene; pdpl; PAR 结构 域 蛋 白 1 基因 PAR domain protein 1 gene; vri: bZip 转录 因子 基因 Vrille 











gene; cwo: & bHLH 结构 域 的 orange 转录 因子 


















































因 Clockwork orange gene; ng: neijire; CBP: jet; 时 差 基 因 Jetlag gene; sgg: XE X Hi MEA 





























Shaggy gene; clk; 时 钟 基因 Clock gene, circadian locomotor output cycles kaput; bHLH; 碱 基 螺 旋 - 环 -螺旋 Basic helix-loop-helix; per; 周期 基因 
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Period gene; cyc: 循环 基因 Cycle gene; tim; 永恒 












































因 Timeless gene; dbt; 双 时 基因 Doubletime gene; na; narrow abdomen; fmrl; 脆性 X 智 力 低 











下 1 号 基因 Fragile X mental retardation gene; nfl; 神经 纤维 瘤 1 型 基因 Neurofibromatosis-1 gene; pdf: 色素 扩散 因子 Pigment dispersing factor; to: 














配 体 结 合 蛋 白 基 因 Takeout gene. 























层 夜 节律 分 子 遗 传 学 的 研究 始 于 per 基因 的 鉴 tim 是 果 蝇 中 克隆 的 第 2 个 钟 基 因 ( Gekakis et al., 


定 (Konopka and Benzer, 1971; Reddy et al., 1984) 。 
per 是 保持 昼夜 钟 功 能 必需 的 钟 基因 (Stanewsky， 
2003; Sakamoto et al., 2009) ,在 不 同 昆虫 中 共有 保 
^F PAS 功能 区 ,但 分 子 大 小 表达 部 位 和 功能 方面 
有 差异 (Takeda et al., 2004) ,在 Pyrrhocoris apterus 
Ai Oe EP ike SU E BE EA ( Hodkova et al., 2003) 。 











1995; Myers et al., 1995) ,在 调控 DNA 复制 、 BH 
钟 的 稳定 性 、 周 期 长 度 决 定 及 DNA 损伤 依赖 性 昼夜 
钟 相位 提前 等 方面 发 挥 着 重要 作用 (Hardin， 
2005b), E20 FEA Sarcophaga crassipalpis 中 tim 








和 per 的 表达 量 和 表达 模式 在 不 同 温度 和 光 周 期 下 
呈现 较 大 的 差异 ,推测 其 差异 表达 模式 可 能 被 昆虫 





my 
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JH-T eee HOS 8] 8] c wr R28 ii 3 8X dE T £3 B) 
有 用 的 信息 (Goto and Denlinger, 2002) , PER 和 
TIM 在 昼夜 调控 网 络 中 的 作用 在 clock 和 cycle 被 发 
现 后 才 被 人 们 所 认识 。clk 和 cyc 编码 包含 bHLH 
DNA 结合 结构 域 和 PAS 结构 域 的 蛋白 。clk 转录 因 
子 编码 的 CLOCK 是 一 种 乙酰 化 转移 酶 ,在 细胞 内 
发 挥 重要 调节 作用 ( Doi et al., 2006) 。cyc 转录 因子 
与 人 脑 和 肌肉 中 的 Bmall 基因 同 源 ,参与 取 食 、 睡 
眠 等 昼夜 行为 和 寿命 相关 非 昼 夜 节律 的 调控 
(Markova et al., 2003; Shao et al., 2008), 在 P. 
apterus RE ist AAA Æ SEL tits £3 "p AC T E 92] P UTE 
(Ikeno et al., 2011) , 

生物 钟 网 络 输入 通路 最 值得 关注 的 是 PDF 受 
体 的 发 现 ,基因 突变 或 切除 PDF ”神经 元 扰乱 了 果 
晶 和 运动 节 律 ,改变 了 钟 基因 的 表达 模式 ,这 是 突变 导 
夜 表 型 的 检验 标记 (Renn et al., 1999) 。 由 于 pdfr 
突变 体能 够 产生 类 似 于 pdf 突变 体 的 无 节律 的 表 
型 ,因而 PDFR 能 够 调控 昆虫 的 运动 节律 (Hyun et 
al., 2005; Lear et al., 2005b; Mertens et al., 2005) 。 
Cry 编码 的 蛋白 CRY 在 不 同 物种 中 有 CRY-d 型 和 / 
或 CRY-m 型 2 种 形式 (Sasagawa et al.，2003 )。 
CRY-d 在 光照 条 件 下 能 引起 TIM 蛋白 的 降解 ,解除 
PER/TIM 二 聚 体 的 作用 。 在 主 钟 中 作为 昼夜 光 受 
体重 置 生物钟 时 相 ( Busza et al., 2004) ,调节 果 蝇 羽 
化 交配 等 行为 (Ishikawa et al., 1999; Emery et al., 
2000) ,在 果 蝇 脑 外 围 组 织 中 独立 于 光 受 体 之 外 调控 
果 蝇 昼夜 嗅觉 反应 (Krishnan et al., 2001), CRY-m 
则 不 具有 感光 功能 。 果 蝇 dbt 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 
相对 稳定 ,可 将 PER 和 CLK 蛋白 磷酸 化 ,破坏 PER 
的 稳定 性 ,影响 其 亚 细 胞 定位 (Cyran et al., 2005 )， 
磷酸 化 后 的 clk 从 per 和 tim 的 启动 子 E-box 元 件 上 
脱落 ,从 而 抑制 基因 转录 (Yu et al., 2009) ,对 发 育 、 
细胞 生存 和 增殖 具有 重要 的 意义 。 

输出 钟 基因 将 外 界 信号 传递 到 外 周 组 织 中 的 效 
应 器 ,其 中 果 蝇 中 的 神经 肽 pdf 是 研究 较 多 的 输出 
PRAEDI, pdf 对 节律 钟 神经 元 具有 多 重 效应 ,但 对 单 
个 神经 元 的 作用 还 不 清楚 (Yoshii et al., 2009; 
Allada and Chung, 2010; Hassaneen et al., 2011). 

此 外 , 钟 基因 功能 的 发 挥 还 需要 其 他 辅助 因子 
BAZ. vrille 编码 bZIP 转录 因子 ,在 果 晶 尽 夜 钟 反 
馈 环 路 中 起 桥梁 作用 (Cyran et al., 2003; Glossop et 
al., 2003) , 主要 在 果 蝇 腹部 神经 元 的 光 受 体 细胞 中 
表达 ,其 表达 变化 受 clk 和 cye 基因 的 调控 (Blau and 
Young, 1999) 。 酷 氨 酸 激酶 CK2 IRRA EB 

















































































































酸化 作用 控制 PER 蛋白 进出 细胞 核 (Zhou et al., 
2005) ; 蛋白 磷酸 酶 2a( PP2a) 通 过 去 磷酸 化 作用 , 增 
加 PER 和 蛋白 的 稳定 性 ,并 且 促 进 PER 蛋白 的 核 内 
定位 ;shaggy 促进 TIM 磷酸 化 ,调节 PER/TIM — 38 
体 进 入 细胞 核 的 时 间 。 





2 昆虫 生物 钟 作用 的 分 子 机 制 


2.1 信号 输入 一 一 生物 钟 的 发 条 

在 昆虫 转录 -翻译 反馈 回路 (transcription- 
translation feedback loops) 中 ,基因 被 转录 、 翻 译 为 蛋 
白质 ,随后 累积 直至 达到 能 够 触发 转录 关闭 的 阔 值 ， 
这 一 模型 成 为 慎 夜 节律 研究 的 基础 。 独 立 于 传统 的 
转录 -翻译 回路 因子 之 外 , 非 转 录 机 制 在 生物 钟 模 型 
中 或 许 起 到 了 早期 的 “发 条 ”作用 (0 ”Neill and 
Reddy, 2011) , 
2.1.1. 光照 对 生物 钟 的 输入 机 制 :光照 是 生物 钟 与 
外 部 环境 同步 重要 的 授时 因子 (zeitgeber) ,需要 在 
器 官 和 分 子 等 不 同 的 水 平 上 对 不 同 光 受 体 进行 研究 
以 确定 它们 在 昆虫 光 周期 反应 中 发 挥 的 作用 ( Goto， 
2013 ) 。 在 果 蝇 中 , 视 紫 质 Rhsl 和 Rho 参与 了 红 光 
的 吸收 ,Rhl Rh5 和 Rho 参与 了 绿 光 和 黄 光 的 吸 
收 ,蓝光 受 体 CRY1 在 脑 生 物 钟 神经 元 中 昼夜 模式 
表达 ,并 以 光 依 赖 的 方式 改变 生物 钟 的 时 相 , CRY 1 
与 TIM 结合 引起 TIM 的 降解 ,进一步 引起 相关 联 的 
PER 的 降解 ,造成 相应 的 相位 提前 或 延迟 (Emery et 
al., 1998; Stanewsky et al., 1998; Ceriani et al., 
1999; Busza et al., 2004), CRY1 是 帝王 蝶 Danaus 
plexippus 主要 的 光 受 体 ,CRY2 则 作为 CYC/CLK 二 
聚 体 的 转录 抑制 子 构成 自 调节 反馈 环 路 的 一 部 分 
( Merlin et al., 2009) 。 在 S. crassipalpis 中 ,CRY1 可 
能 参与 了 光 周 期 振荡 器 的 相位 设 定 ,然而 吸收 较 长 
波长 光 的 基于 视 蛋白 的 光 受 体 在 光 与 光 激活 的 相位 
相 一 致 时 可 能 负责 调控 滞 育 / 非 清 育 不 同 发 育 模式 
的 转换 。 在 丽 蝇 师 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis 和 西 
方 蜜蜂 Apis mellifera 中 CRY 缺失 了 , 视 蛋 白 可 能 
充当 了 双 振 荡 器 光 输 入 的 功能 (Yuan et al., 2007; 
Sandrelli et al., 2008) 。 
2.1.2 温度 对 生物 钟 的 输入 机 制 :温度 是 生物 钟 与 
外 部 环境 保持 同步 的 另 一 个 重要 授时 因子 ,温度 循 
环 引 起 生物 钟 相位 改变 以 保持 和 外 部 环境 的 同步 性 
(Zimmerman et al., 1968 ) ,温度 参与 传输 的 振荡 器 
已 在 昆虫 中 有 研究 报道 (Page，1987; Chiba et al., 
1993) ,然而 温度 调节 生物 钟 的 分 子 机 制 目前 仍然 
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大 部 分 是 未 知 的。 在 果 蝇 中 , 当 光 照 不 变 时 , 随 着 温 
度 升 高 和 降低 clk 分 别 上 调和 下 调 表 达 , 与 之 相 比 ， 
随 着 温度 升 高 和 降低 ,per, tim, vri Al Pdple 则 分 别 
下 调和 上 调 表 达 , 当 温度 下 降 之 后 ,这 些 钟 基因 在 稳 
定 的 环境 条 件 下 均 表现 为 震荡 表达 模式 ,而 在 clk 


al., 2004; Stoleru et al., 2004; Rieger et al., 2006; 
Ikeno et al., 2010)。 钟 基因 提供 时 间 标 尺 ,依靠 “ 负 
反馈 ”机 制 实现 “ 擒 纵 器 ”功能 ,其 表达 模式 由 外 界 
信号 和 内 部 调控 因子 如 激素 共同 作用 和 维持 
( Dolezel et al., 2008) 。 随 着 越 来 越 多 生物 钟 转录 








突变 体 果 蝇 中 这 些 温度 反应 几乎 完全 消失 了 , 提示 
clk 是 生物 钟 温 度 调控 的 主要 成 分 ( Yoshii et al., 
2007). 。 温 度 感 受 系统 很 可 能 有 nocte 和 norpA ( 编码 
phospholipase C) 的 参与 ,在 这 2 个 基因 的 突变 体 中 
温度 的 传输 被 打 断 了 (Glaser and Stanewsky, 2007) 。 
phospholipase C 还 参与 了 温度 依赖 性 per 98 Y 
(Collins et al., 2004; Majercak et al., 2004): 低温 
下 per 3 ' 非 翻译 区 内 含 子 的 剪 切 增强 了 ,导致 PER 
蛋白 的 快速 累积 和 傍晚 活动 的 相位 提前 ( Majercak 
et al.，1999)。 此 外 ,tim mRNA 表达 水 平 在 低温 下 
通过 光 刺 激 较 早 增加 ( Chen et al., 2006)。 
2.2 信号 处 理 一 一 复杂 的 核心 钟 循环 
生物 钟 在 物种 间 十 分 保守 (Dunlap，1999; 
Edery, 1999; Cermakian and Sassone-Corsi, 2000; 
Allada et al., 2001) ,具有 如 下 特征 : 正 、 负 调控 反馈 
环 路 (Froehlich et al., 2003; Benito et al., 2007b) ; 
jt 24 h 节律 振荡 (Glossup et al., 1999; Lee et al., 
2000; Shearman et al., 2000) ;复杂 而 多 层次 的 调控 
网 络 ( Cermakian and Sassone-Corsi, 2000; Loros and 
Dunlap, 2001; Fathallah-Shaykh et al., 2009) , Eb HR 
的 生物 钟 是 多 个 神经 元 组 成 的 网 络 系统 (Crima et 
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因子 或 调控 子 的 发 现 , 人 们 认识 到 生物 钟 网 络 是 多 
个 环 路 组 成 的 振荡 网 络 ,转录 后 调控 在 生物 钟 功 能 
的 发 挥 中 起 到 重要 作用 (Staiger and Köster, 2011) 。 
果 晶 钟 蛋白 二 聚 体 在 昼夜 循环 的 特定 时 间 进 入 细胞 
核 ,组 成 连锁 的 负 反 馈 回 路 ,调节 特定 钟 基因 的 转 
录 , 开 启 下 游 相 关 基 因 的 表达 ,表现 出 相应 的 生物 节 
律 (Ko and Takahashi, 2006; Mas, 2008)。 以 per 和 
tim 为 中 心 的 回路 中 , 光 期 转换 到 暗 期 时 ,CYC/CLK 
结合 在 per 和 tim 启动 子 的 增强 子 元 件 E-box 上 启 
动 per 和 tim 的 转录 。 在 夜间 ,细胞 质 中 累积 的 PER 
蛋白 与 TIM 蛋白 形成 异 源 二 聚 体 进入 细胞 核 ,PER7 
TIM 二 聚 体 达 到 一 定 浓度 后 ,结合 CYC/CLK 从 而 
抑制 自身 的 转录 。 该 反馈 回路 调控 节律 基因 的 表达 
和 和 蛋白 质 的 积累 ,是 昼夜 节律 行为 的 先决 条 件 
( Helfrich-Férster, 2004; Yu et al., 2009), VJ clk 4H 
中 心 的 回路 中 , CLK/ CYC 复合 体 激 活 pdple 的 转 
3& ,pdple 5j clk 的 V/P box 结合 并 激活 clk 的 转录 。 
CLK/CYC 444 vri 和 cwo 启动 子 的 E-box 调节 区 并 
激活 vri 和 cwo 的 转录 。VRI 与 dk 启动 子 区 的 
PDPle 结合 从 而 抑制 clk 的 转录 。ewo 与 CLK/CYC 
二 聚 体 竞争 性 地 结合 靶 基 因 局 动 子 的 E-box 区 ,从 而 








Nucleus tim gene , A 


环 路 网 络 图 ( 改 自 Dunlap, 1999 和 Hardin, 2005a) 


Network of transcriptional-translational feedback loops of Drosophila circadian clock 


(adapted from Dunlap, 1999 and Hardin, 2005a) 
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JIREH ADH se, PER/TIM 5 CLK/CYC 结合 可 
抑制 pdple IX vri 的 转录 ,从 而 调控 clk 的 转录 ,因此 ， 
VRI, PDPle, CWO 和 CLK/CYC 二 聚 体 组 成 的 自动 
调节 反馈 环 通过 调控 clk 的 表达 来 辅助 主 环 的 作用 。 
2.3 ”信号 输出 一 一 周期 性 节律 

对 生物 钟 控制 的 昆虫 行为 和 生理 的 研究 有 力 地 
证 明了 生物 钟 在 进化 过 程 中 赋予 昆虫 适应 性 的 重要 
意义 ,许多 重要 生理 事件 如 昆虫 季节 性 生物 型 .生长 
速率 发 育 模式 迁徙 策略 及 其 他 多 种 有 关 的 生理 状 
态 都 受到 生物 钟 的 调控 。 生 物 钟 是 昆虫 型 变 ie A 
迁 飞 等 环境 适应 性 的 开关 机 制 (Denlinger，2002 ; 
Saunders and Bertossa 2011), FL, i & JE JJ RH 
最 为 显 车 的 与 生物 钟 功能 相关 联 的 生理 现象 受到 广 
泛 人 研究 (Goto and Denlinger, 2002; Syrová et al., 
2003; Ikeno et al., 2008; Stehlik et al., 2008; 
Kost’ al et al., 2009; Kobelkova et al., 2010; Ikeno et 
al., 2011; Yamada and Yamamoto, 2011), #£ Æ 
Antheraea pernyi 脑 移植 实验 表明 , 脑 间 部 和 侧 部 的 
神经 元 将 神经 肽 释放 到 临近 神经 元 或 血液 中 ,调控 
内 分 泌 细 胞 和 器 官 的 功能 ,在 光 信 号 转变 为 激素 信 
号 过 程 中 起 到 十 分 重要 的 作用 (Bowen et al., 1984; 
Shimizu et al., 1997; Shiga et al., 2003; Hamanaka et 
al., 2004) ,但 昆虫 节律 起 搏 器 将 昼夜 时 间 信 息 传递 
到 下 游 效 应 因子 的 具体 过 程 依然 是 不 清楚 的 。 免 疫 
组 化 显示 PDF 与 PER 共同 定位 于 果 蝇 脑 生物 钟 神 
经 元 s-LNv 和 1-LNv HP ( Helfrich-Fórster, 1995) , 
而 PDF 的 作用 受到 关注 。PDF 在 果 蝇 脑 神经 元 中 
的 表达 不 显示 昼夜 节律 性 (Park et al., 2000) ,然而 
表达 PDF 的 神经 元 背 内 侧 末端 表现 为 形态 变化 的 
ÆR f ( Fernández et al., 2008), PDF 对 于 脑 
中 多 个 钟 神经 元 震荡 振幅 、 周 期 和 相位 的 调整 是 必 
需 的 (Miyasako et al., 2007; Yoshii et al., 2009) ,这 
与 PDF 受 体 在 这 些 神经 元 中 的 表达 是 一 致 的 
(Mertens et al., 2005; Hyun et al., 2005; Lear et al., 
2005b), PDF 7E 4% tig Leucophaea maderae 中 既是 生 
物 钟 相位 的 调控 子 也 是 活动 节律 性 的 驱动 子 (Petri 
and Stengl, 1997; Lee et al., 2009) , *4 L. maderae 
的 视 叶 被 部 分 破坏 但 没有 去 除 PDF ,导致 活动 的 无 




































































的 增强 可 能 与 已 报道 的 果 晶 形态 的 改变 有 关 (Pyza 
and Meinertzhagen, 1996) 。 

Pdple All to 定位 于 果 晶 昼夜 生物 钟 的 下 游 , 当 
Pdpl e 表达 水 平 在 生物 钟 神经 元 中 保持 常 高 或 常 低 
时 ,生物 钟 正常 运转 但 活动 节律 被 阻 断 ( Benito et 
al., 2007a) , Pdple 结合 到 特定 基因 的 V/P-box 
上 时 驱动 了 行为 节律 。7o 在 饥饿 状态 下 被 诱导 表 
达 于 果 晶 摄食 器 官 ,在 无 节律 的 突变 体 per" , tim", 
cl" fl cyc^ 中 的 表达 没有 节律 性 ,to 突变 体 果 蝇 表 
现 为 活动 异常 ,因而 to 是 受到 生物 钟 调控 的 控制 取 
食 行 为 的 输出 基因 (Sarov-Blat et al., 2000), to 和 
取 食 行为 之 间 被 认为 是 通过 保 幼 激素 产生 关联 的 
(Meunier et al., 2007) 。 除 此 之 外 ,DNA 微 阵 列 技 
术 鉴 定 了 数量 众多 在 mRNA 水 平 表现 为 震荡 表达 
模式 的 基因 ,这 些 基因 中 的 一 部 分 也 可 能 参与 了 生 
物 钟 输 出 通路 (Matsumoto，2006; Matsumoto et al., 
2007; Fernandez et al., 2008) 。 






































3 昆虫 钟 基因 的 研究 方法 和 挑战 


在 钟 基因 筛选 鉴定 方面 ,首先 通过 单 基 因 突 变 
法 盘 选 了 一 些 节 律 突变 体 , 其 后 通过 cDNA 筛选 、 
RNAi 筛选 、 化 学 筛选 .基于 siRNA 以 及 高 通 量 筛选 
的 方法 进行 进一步 的 筛选 鉴定 。 功 能 基因 组 筛选 提 
供 了 另 一 个 鉴定 新 基因 和 调控 子 的 工具 ,如 利用 
cDNA 过 表达 实验 和 了 酵母 单 杂 交 系统 寻 找 与 已 知 生 
物 钟 元 件 相互 作用 的 转录 调控 因子 (Sato et al., 
2004; Pruneda-Paz et al., 2009) 。 基 于 翻译 后 调控 
的 重要 作用 ,新 的 钟 基因 不 断 被 发 现 : 编码 激酶 
DBT 的 基因 在 果 蝇 中 被 克隆 ; 人 类 基因 组 鉴定 的 蛋 
白 激酶 CK1D; 人 类 细胞 中 通过 RNAI Sve NY CK2; 
果 晶 中 通过 遗传 筛选 发 现 GSK3 的 直系 同 源 基因 
shaggy; 粗 燃 脉 孢 菌 中 通过 遗传 突变 鉴定 的 蛋白 质 
磷酸 化 酶 PPL 和 PP2A 等 等 。 全 基因 组 筛选 人 类 
siRNA 基因 寻找 调控 生物 钟 的 基因 发 现 超过 200 个 
基因 调控 生物 钟 的 振幅 和 周期 长 度 ,表明 生物 钟 系 
统 整 合 为 多 层次 的 、 复 杂 的 、 至 少 4 条 信和 号 通路 的 网 
络 insulin 信号 通路 、cell cycle 通路 、Hedgehog 










































































节律 性 ,提示 PDF 可 能 在 L. maderae 行为 节律 中 发 
挥 的 作用 不 大 (Okamoto et al., 2001), Æ L. 
maderae 中 PDF 除 调控 行为 节律 外 ,在 感觉 系统 中 
也 发 挥 了 重要 作用 。 当 PDF 被 注射 进 视 叶 中 ,PDF 
在 夜晚 的 早期 能 增强 视 叶 中 间 神 经 元 的 光 反 应 性 
(Saifullah and Tomioka, 2003) , PDF 诱导 的 光 反 应 








通路 和 folic acid 生物 合成 信号 通路 。 这 些 研 究 结 
果 揭 示 了 已 知 的 信号 模块 与 昼夜 生物 钟 网 络 之 间 的 
相互 作用 (Zhang and Kay, 2010) 。 

在 昆虫 钟 基因 功能 研究 方面 ,几乎 所 有 生物 通 
过 慎 夜 钟 驱动 生理 、 生 化 和 行为 的 昼夜 节律 ,以 及 通 
过 光 周 期 钟 监测 季 闻 变化 调控 清 育 .迁徙 和 多 态 性 
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等 季节 性 事件 。 利 用 果 蝇 耐寒 性 受到 光 周 期 调控 这 
一 表 型 研究 不 同 昼夜 钟 突变 体 和 无 效 钟 突变 体 对 日 
长 的 定时 证 实 了 钟 基因 在 昆虫 光 周 期 反应 中 的 重要 











因 表达 模式 和 分 子 进化 分 析 、 探 究 授 时 因子 对 生物 
钟 的 调控 作用 进而 揭示 层 夜 生物 钟 分 子 装 置 及 其 
可 能 的 运转 机 制 ,昆虫 钟 基因 的 研究 取得 了 快速 进 




















作用 (Pegoraro et al., 2014) ;通过 RNAi 沉默 尖 音 库 
Bit Culex pipiens 钟 基因 研究 对 其 浪 育 决定 的 影响 证 
实 了 钟 基因 在 浦 育 起 始 中 的 重要 作用 (Meuti et al., 
2015) ;采用 插入 转 座 子 、RNA 干扰 及 荧光 示 踪 法 
研究 了 cwo 作为 转录 和 行为 节律 放大 器 的 功能 
(Lim et al., 2007) ;利用 微 阵 列 蛋 白 法 分 析 了 与 果 
W& Drosophila montana i u.s 8I ve 成 虫 生 殖 
行为 .压力 反应 有 关 的 基因 的 表达 情况 ,表明 钟 基 
因 在 生殖 清 育 中 的 重要 作用 (Kankare et al., 
2010) ;利用 免疫 组 化 揭示 了 钟 神 经 元 细胞 的 数量 
和 空间 组 织 以 及 钟 基因 产物 的 表达 模式 即使 在 分 
类 地 位 上 近 缘 的 昆虫 物种 中 也 具有 相当 大 的 差异 
( Codd et al., 2007) ;结合 化 学 诱 变 、 反 转录 病毒 插 
入 、 转 座 子 插 入 等 正 向 遗传 技术 和 反 向 遗传 技术 
如 RNAi, ZFN, TALEN 和 TILLING 等 为 发 现 和 建 
立 更 多 的 生物 钟 突变 体 进行 钟 基因 功能 的 研究 提 
供 便 利 ;基因 组 .转录 组 、 蛋 白质 组 、 表 观 遗 传 修饰 
组 以 及 代谢 组 等 高 通 量 技术 逐步 引入 生物 钟 的 研 
究 , 通 过 基因 组 学 方法 如 cDNA 文库 构建 .酵母 单 
杂交 、 和 蛋白 结合 微 阵 列 、 染 色 质 免疫 共 沉 演 测 序 、 
转录 组 学 方法 如 微 阵 列 、RNA 测序 、 蛋 白质 组 学 方 
法 如 质谱 分 析 、 化 学 库 以 及 代谢 组 学 方法 如 质谱 
法 有 助 于 理解 连结 钟 基因 和 输出 通路 之 间 的 信号 
网 络 的 组 成 成 分 、 调 控 方式 和 调控 机 制 。 这 些 方 
法 大 大 丰富 了 人 们 对 于 钟 基因 调控 网 络 及 基因 功 
能 的 认识 。 

尽管 如 此 ,昆虫 钟 基因 的 研究 仍 面临 巨大 挑战 。 
钟 基因 表达 具有 严格 的 时 空 依赖 性 ,部 分 基因 表达 
量 低 或 因 补偿 效应 导致 现 有 技术 和 方法 不 易 检 测 ， 
一 些小 的 基因 或 者 肽 类 通过 遗传 躲 选 未 得 到 分 离 ， 
一 些 有 价值 的 突变 型 未 得 到 般 选 和 鉴定 ,缺乏 兼 具 
显著 异 夜 节律 和 季节 节律 特征 的 良好 的 模式 昆虫 物 
种 ,以 及 一 些 非 模式 生物 中 缺少 钟 基 因 自 然 突变 体 
和 易于 检测 的 表 型 ,这 些 问 题 阻碍 了 进一步 研究 钟 
基因 在 分 子 、 行 为 和 生理 等 方面 的 生物 钟 调节 功能 
和 在 一 些 重要 生命 过 程 诸如 生理 行为 、 发 育 过 程 、 免 
疫 应 答 等 中 的 重要 作用 。 



























































4 小 结 与 展望 





自 20 世纪 70 年代 以 来 ,通过 基因 筛选 鉴定 、 基 





展 ,但 生物 钟 分 子 遗 传 和 基因 组 调节 机 制 还 有 很 多 
未 知 的 领域 。 光 温度 受 体 和 应 答 基 因 作 用 的 具体 
机 制 还 不 明确 ,从 分 子 振荡 器 到 行为 节律 之 间 的 过 
程 仍 不 清楚 , 钟 基因 在 昆虫 及 夜 和 季节 适应 性 中 的 
重要 作用 还 有 待 进一步 的 探索 。 生 物 钟 在 转录 到 翻 
译 后 调控 的 多 个 水 平 上 体现 为 复杂 的 调控 模式 , 钟 
基因 的 多 效 性 使 其 参与 调节 多 种 生理 过 程 和 行为 节 
律 ,周期 性 震荡 的 转录 产物 不 断 得 到 鉴定 只 是 探索 
这 种 复杂 联系 的 第 一 步 ,生物 钟 的 调控 模型 依然 有 
许多 有 待 于 进一步 发 现 的 未 知 因子 。 最 近 的 研究 表 
明 ,一 些小 分 子 如 代谢 产物 也 能 够 反馈 调控 生物 钟 
的 步 幅 和 强度 (Chen et al., 2013; Zhao et al., 
2014) ,以 及 microRNA 对 尽 夜 钟 输 出 通路 重要 的 调 
控 作用 (Luo and Sehgal, 2012) 。 随 着 技术 的 不 断 进 
步 , 层 夜 震荡 的 蛋白 质 和 小 分 子 也 需要 不 断 得 到 鉴 
定 以 勾勒 出 详尽 完整 的 时 钟 调控 生理 和 行为 的 网 
络 图 。 

高 通 量 技术 将 越 来 越 多 地 用 于 昆虫 钟 基因 的 研 
究 , 组 学 技术 和 多 组 学 技术 结合 应 用 带 来 的 海量 信 
息 将 极 大 拓宽 我 们 对 于 钟 基因 的 相互 作用 及 其 对 输 
出 通路 调控 的 认识 。 通 过 整合 多 组 学 数据 的 计算 生 
物 学 方法 建立 生物 钟 调控 网 络 ,分 析 其 复杂 调控 机 
制 ;通过 高 通 量 技术 在 转录 组 基因 组 和 和 蛋 白质 组 水 
平 上 发 现 生 物 钟 调控 机 理 ;利用 系统 生物 学 (包括 
基因 组 学 蛋白质 组 学 和 生物 信息 学 ) 或 表 观 遗传 
学 (如 小 RNAs 等 ) 研 究 生 物 钟 调控 机 制 ,或 采用 高 
通 量 筛选 影响 生物 钟 机 制 的 小 分 子 化 合 物 ; 通过 生 
理 . 生 化 .遗传 和 分 子 等 综合 研究 手段 ,分 离 新 的 信 
号 转 导 元 件 , 寻 找 环境 信号 与 昆虫 激素 信和 号 之 间 实 
现 信号 互 作 整合 的 关键 分 子 链接 点 ,并 阐明 调控 机 
制 。 系 统 生物 学 的 方法 极 大 地 提升 了 人 们 对 于 生物 
钟 振荡 器 机 理 特性 的 认识 ,未 来 将 从 分 子 水 平 到 有 
机 体 水 平 多 个 尺度 放眼 整个 生物 钟 系统 ,结合 结构 
生物 学 、 化 学 生物 学 和 合成 生物 学 进行 生物 钟 的 相 
践 等 领域 中 的 应 用 提供 参考 价值 。 
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